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Verfahxen zum Nachweis von Cytosin-Methylierungen in DNA 

Hintergrund der Erfindung 

5 Die vorliegende Erf indung betrif f t ein Verfahren zum 

Nachweis von 5 -Methyl cytosin in DNA. 5 -Methyl cytosin ist 
die haufigste kovalent modifizierte Base in der DNA euka- 
ryontischer Zellen. Sie spielt eine wichtige biologische 
Rolle, u.a. bei der Transkriptionsregulation, beim gene- 

10 tischen Imprinting und in der Tumorgenese (zur Ubersicht: 
Millar et al.: Five not four: History and significance of 
the fifth base. In: The Epigenome, S. Beck and A. Olek 
(eds.), Wiley-VCH Verlag Weinheim 2003, S. 3-20). Die I- 
dentifizierung von 5 -Methyl cytosin als Bestandteil gene- 

15 tischer Information ist daher von erheblichen Interesse. 
Ein Nachweis der Methylierung ist allerdings schwierig, 
da Cytosin und 5 -Methyl cytosin das gleiche Basenpaarungs- 
verhalten aufweisen. Viele der herkommlichen, auf Hybri- 
disierung beruhenden Nachweisverf ahren vermogen daher 

20 nicht zwischen Cytosin und Methyl cytosin zu unterschei- 
den. Zudem geht die Methyl ierungsinf ormation bei einer 
PCR-Amplif ikation vollstandig verloren. 

Die herkommlichen Methoden zur Methyl ierungsanalyse ar- 
25 beiten im wesent lichen nach zwei unterschiedlichen Prin- 
zipien. Zum einen werden methylierungsspezif ische Re- 
striktionsenzyme benutzt, zum anderen erfolgt eine selek- 
tive chemische Umwandlung von nicht -methyl ier ten Cytosi- 
nen in Uracil (sog. : Bisulf it-Behandlung, siehe etwa: DE 
30 101 54 317 Al; DE 100 29 915 Al) . Die enzymatisch Oder 
chemisch vorbehandelte DNA wird dann meist amplifiziert 
vind kann auf unterschiedliche Weise analysiert werden 
(zur Ubersicht: WO 02/072880 S. 1 f f ) . Von groSem Inte- 
resse sind dabei Verfahren, die in der Lage sind, Methy- 
35 lierung sensitiv und quantitativ zu detektieren. Dies 
gilt aufgrund der wichtigen Rolle der Cytosin- 
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Methylierung in der Krebsentstehung insbesondere in Hin- 
blick auf diagnostische Anwendungen. Von besonderer Be- 
deutung sind dabei Methoden, die es erlauben, abweichende 
Methylierungsmuster in Korperf lussigkeiten, etwa in Se- 
5 rum, nachzuweisen. Denn anders als die instabile RNA ist 
DNA oft in Korperf lussigkeiten anzutreffen. Bei destruk- 
tiven pathologischen Prozessen wie Krebserkrankungen ist 
die DNA- Konzent ration im Blut sogar erhoht. Eine Krebs- 
diagnostik uber eine Methyl ierungsanalyse von in Korper- 

10 flussigkeiten befindlicher Tumor-DNA ist also moglich und 
schon mehrfach beschrieben (siehe etwa: Palmisano et al.: 
Predicting lung cancer by detecting aberrant promoter me- 
thylation in sputum. Cancer Res. 2000 Nov 1;60 (21) :5954- 
8) . Ein Problem besteht dabei darin, dass sich in den 

15 Korperf lussigkeiten neben der DNA mit dem krankheitstypi- 
schen Methylierungsmuster eine groSe Menge an DNA der 
gleichen Sequenz aber eines anderen Methyl ierungsmusters 
befindet. Die Diagnoseverfahren mussen daher in der Lage 
sein, geringe Mengen besonders methyl ierter DNA vor einem 

20 starken Hintergrund an DNA derselben Sequenz aber eines 
anderen Methylierungsmusters nachzuweisen. 

Die gangigen Verfahren zur sensitiven Detektion erfolgen 
uber eine PCR-Amplif ikation. Eine Methode ist dabei die 

25 sogenannte methylierungssensitive PGR („MSP W ; Herman et 
al.: Me thylation- specific PCR: a novel PCR assay for me- 
thylation status of CpG islands. Proc Natl Acad Sci U S 
A. 1996 Sep 3 ;93 (18) : 9821-6) . Dabei werden Primer verwen- 
det, die spezifisch nur an Positionen der Bisulfit- 

30 behandelten Sequenz binden, die vorher entweder methy- 

liert (oder bei umgekehrtem Ansatz: unmethyliert) waren. 
Ein vergleichbar sensitives Verfahren ist die sogenannte 
„Heavy Methyl u -Methode . Dabei wird eine spezifische 
Amplif izierung nur der ursprunglich methylierten (bzw. 

35 unmethylierten) DNA durch Einsatz von methylierungs- 

spezifischen Blocker -Oligomer en erreicht (zur Ubersicht: 
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WO 02/072880) . Sowohl MSP wie Heavy Methyl sind als quan- 
tifizierbare Real -Time- Variant en anwendbar. Diese ermog- 
lichen es, den Methyl ierungs status weniger Positionen di- 
rekt im Verlauf der PGR nachzuweisen, ohne dass eine 
nachfolgende Analyse der Produkte erforderlich ware ( Me- 
thyLight" - WO00/70090; US 6,331,393). Eine Ausfuhrungs- 
form ist dabei das wTaqman" -Verfahren. Dieses verwendet 
Sondenmolekule, die ein Pluoreszenzf arbstof f -Quencher- 
Paar tragen. Die Sonden hybridisieren sequenzspezif isch 
an die Amplifikate und werden im Zuge des nachsten Ampli- 
fikationszyklus durch die Exonuklease-Aktivitat der Poly- 
merase abgebaut. Durch die Trennung von Quencher und 
Parbstoff entsteht ein detektierbares Fluoreszenz-Signal 
(siehe etwa Eads et al.: MethyLight: a high -throughput 
assay to measure DNA methylation. Nucleic Acids Res, 2000 
Apr 15;28 (8) :E32) • Eine weitere MethyLight -Ausfuhrungs- 
form ist das sog. Lightcycler-Verfahren. Dabei werden 
zwei unterschiedliche Sonden eingesetzt, die in unmittel- 
barer Nahe zueinander an das Amplifikat hybridisieren, 
und die dann uber Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transf er 
(FRET) ein detektierbares Signal erzeugen. 

Die Anwendbarkeit dieser Real -Time -Verfahren auf die Me- 
thyl ierungsanalyse ist allerdings beschrankt. Dies gilt 
insbesondere in Bezug auf Spezifitat, Sensitivitat und 
Reaktionsgeschwindigkeit . Aufgrund der besonderen biolo- 
gischen und medizinischen Bedeutung der Cytosin- 
Methylierung besteht aber ein starkes technisches Bedurf- 
nis an der Entwicklung leistungsfahiger Methoden zur Me- 
thyl ierungsanalyse. Im folgenden ist ein solches Verfah- 
ren beschrieben. Hierin sind Sonde und Primer miteinander 
verbunden, so dass die Hybridisierung der Sonde an die 
Zielsequenz intramolekular erfolgen kann. Das erfindungs- 
gemaSe Verfahren erlaubt eine ef fektive und schnelle De- 
tektion und ermoglicht somit eine sehr sensitive und sehr 
spezifische Methylierungsanalyse. 
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Eine zum erf indungsgemaSen Verfahren ahnliche Methode zur 
Mutationsanalyse ist bereits unter dem Namen "Scorpion" 
beschrieben (siehe etwa: Whitcombe et al.: Detection of 
PCR products using self -probing amplicons and fluorescen- 
ce. Nat Biotechnol. 1999 Aug; 17 (8) : 804-7; Thelwell et 
al . : Mode of action and application of Scorpion primers 
to mutation detection. Nucleic Acids Res. 2000 Oct 
1;28(19) :3752-61; US 6,326,145; US 6,365,729; US 
20030087240 Al) . Das Scorpion -Verfahren ist in unter- 
schiedlichen Ausfuhrungsf ormen anwendbar. Allen Verfahren 
ist allerdings die intramolekulare Sondenbindung gemein- 
sam. In der sog. „Haarnadel-Schleifen"-Variante tragen 
die Scorpion- Primer am 5'-Ende eine spezifische Sondense- 
quenz, die in einer besonderen Haarnadel -Schleif en - 
Konfiguration vorliegt. An den Enden der Sondensequenz 
befinden sich ein Pluoreszenzfarbstof f und ein Quencher, 
die durch die Haarnadelbildung in unmittelbare raumliche 
Nahe zueinander gelangen. Die Sonden- und die Primerse- 
quenz sind uber einen Linker verbunden, der einen sog. 
PCR-Stopper tragt. Wird nach einer Amplif ikationsrunde 
der entstandene Doppelstrang getrennt, so bindet die Son- 
de intramolekular an die verlangerte Primer-Sequenz des- 
selben Stranges. Durch diese Hybridisierung wird die 
Haarnadel geoffnet, so dass Fluoreszenzfarbstof f und 
Quencher getrennt werden, und somit ein Signal detektiert 
werden kann. Der PCR-Stopper verhindern ein „Durchlesen w 
der Polymerase innerhalb der PCR und vermeidet so falsch- 
positive Signale (Vgl.: Thelwell et al. 2000, a.a.o, ins- 
besondere Abb. 1, S. 3753) . 

Eine andere Scorpion-Variante ist das sog. „Duplex w - 
Verfahren. Die Sondensequenz liegt hier nicht in einer 
Haarnadel struktur vor, sondern bildet mit einem weiteren 
Oligonukleotid eine Duplex. Dabei ist an das 5'-Ende der 
Sondensequenz ein Pluoreszenzfarbstof f gebunden, wahrend 
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das andere Oligonuleotid einen Quencher am 3'-Ende tragt. 
Durch die Duplex-Bildung befinden sich Quencher und Farb- 
stoff in unmittelbarer raumlicher Nahe. Werden nach einer 
Amplif ikationsrunde die Doppelstrange getrennt, so bindet 
5 die Sonde intramolekular an die verlangerte Primer- 
Sequenz desselben Stranges. Fluoreszenzfarbstof f und 
Quencher werden getrennt, so dass ein Signal detektiert 
werden kann (Solinas et al.: Duplex Scorpion primers in 
SNP analysis and FRET applications. Nucleic Acids Res. 

10 2001 Oct 15;29 (20) :E96) . Es sind zudem auch Duplex- 

Varianten beschrieben, in denen die Sonde zwei Farbstoffe 
tragt, und bei denen die Signalbildung uber einen Fluo- 
reszenz-Resonanz-Energie-Transfer erfolgt (Vgl.: Solinas 
et al. 2001, a.a.o. insbesondere S. 7 f und S. 6 Abb. 5). 

15 Ein Vorteil der Duplex- Verfahren gegenuber dem oben be- 
schriebenen Haamadel -Verfahren besteht darin, dass in 
der aktivierten Form durch die vollstandige Trennung von 
Quencher und Farbstoff ein starkeres Fluores'zenz -Signal 
entsteht. Zudem sind Duplex- Scorpion- Primer einfacher zu 

20 synthetisieren und preiswerter als die entsprechenden 

Haamadel -Primer (vgl,: Solinas et al. 2001, a.a.o. S.8 
f) - 

Weitere Scorpion-Varianten sind ausfuhrlich im US-Patent 
25 6326145 und in der US-Patentanmeldung 20030087240 be- 
schrieben. 

Die Scorpion-Verfahren haben mehrere Vorteile gegenuber 
den herkommlichen Real -Time- PCR-Methoden. Dies gilt ins- 

30 besondere in Hinblick auf die Reaktionsgeschwindigkeit . 
So hybridisieren die Scorpion-Sonden intramolekular an 
die Zielsequenz und unterliegen damit einer unimolekula- 
ren Kinetik. Dagegen erfolgt beim Taqman-Verfahren die 
Bindung der Sonden nach einer zweimolekularen, bei dem 

35 Light cycler -Verfahren sogar nach einer dreimolekularen 

Kinetik. Bei dem Lightcyler-Verfahren ist zudem eine en- 
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zymatische Degradation der Sonde erforderlich, bevor ein 
Signal detektiert werden kann. Schnelle PCR-Zyklen, wie 
sie etwa fur Hoch-Durchsatz-Analysen erforderlich sind, 
sind daher nur eingeschrankt moglich. Dementsprechend 
5 konnte gezeigt werden, dass das Scorpion-Verf ahren insbe- 
sondere unter schnellen Zyklus-Konditionen leistungsfahi- 
ger als die herkommliche Real -Time -Me thodik ist (Thelwell 
et al. 2000, a.a.o.) . Ein weiterer Vorteil des Scorpion- 
Verf ahrens liegt in der besonderen Spezifitat. So kann 

10 durch eine Verkiirzung der Sondensequenz die Spezifitat 

derart erhoht werden, dass eine einzige Basenfehlpaarung 
detektierbar ist. Eine entsprechende Spezif itatserhShung 
ist bei den herkommlichen Real -Time -Variant en nicht mog- 
lich. Verkurzte Sonden fuhren hier vielmehr zu einer ver- 

15 ringerten Spezifitat, da die Wahrscheinlichkeit einer 
Bindung an unspezif ische PCR-Produkte erhoht ist (vgl.: 
Thelwell et al. 2000, a.a.o. S. 3760) . 

Im folgenden ist zum ersten Mai die Anwendung des Scorpi- 

20 on-Verf ahrens auf die Methylierungsanalyse beschrieben. 
Aufgrund der besonderen biologischen und medizinischen 
Bedeutung der Cytosinmethylierung und aufgrund der 
Nachteile der bekannten Verf ahren stellt das Erdffnen 
dieser vorteilhaf ten, neuen Technologie einen wichtigen 

25 technischen Fortschritt dar. Neben den bereits aus der 
Mutationsanalyse bekannten Vorzugen des Scorpion- 
Verfahren ist die Anwendung der Scorpion-Methodik in der 
Methyl ierungsanalyse daruberhinaus mit weiteren Vorteilen 
verbunden. So ist mit den herk6mmlichen PCR-Verf ahren ei- 

30 ne sensitive und spezif ische Methylierungsanalyse nur bei 
Sequenzen moglich, in denen mehrere comethylierte Cyto- 
sin-Positionen enthalten sind. Dagegen erfordert das er- 
f indungsgemaSe Verfahren in bestimmten Ausfuhrungsformen 
eine geringere Anzahl an comemethylierten Postionen. Das 

35 Scorpion-Verf ahren ist in diesem Fall sequenzunabhangiger 
und hat daher einen breiteren Anwendungsbereich als die 
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vergleichbaren bekannten PCR-Verf ahren ( „ Heavy-Met hyl - 
Verfahren", s.u.). Die Verwendung zweier Scorpion- Primer 
fuhrt zu weiteren besonderen Vorteilen. So konnen Methy- 
lierung und Mutationen gleichzeitig untersucht werden. 
5 Zudem erlaubt die Verwendung zweier Scorpion-Primer eine 
interne Quantif izierung (s.u.). 

Beschreibung 

10 

Das erfindungsgemaSe Verfahren erlaubt einen sensitiven 
Nachweis von Cyt os in-Met hyl ierungen. Es erfolgt in fol- 
genden funf Schritten: 

1) die zu untersuchende DNA wird mit einer Chemikalie 
15 oder mit einem Enzym so umgesetzt, dass 5- 

Methylcytosin unverandert bleibt, wahrend unmethy- 
liertes Cytosin in Uracil oder in eine andere Base 
umgewandelt wird, die sich im Basenpaarungsverhalten 
von Cytosin unterscheidet, 
20 2) die vorbehandelte DNA wird mittels einer Polymera- 

se und mindestens einem Primer amplif iziert, dessen 
S'-Ende uber einen Linker mit einer Sonde verbunden 
ist, 

3) das Primer-Extensionsprodukt wird von dem Matri- 
25 zenstrang getrennt, 

4) die Sonde hybridisiert intramolekular an das Pri- 
mer-Extensionsprodukt, wobei die Hybridisierung in 
Abhangigkeit von dem Methylierungsstatus der DNA er- 
folgt, 

30 5) es wird detektiert, ob eine Hybridisierung der 

Sonde stattgefunden hat. 

Im ersten Schritt des erfindungsgemaSen Verfahrens wird 
die zu untersuchende DNA mit einer Chemikalie oder mit 
35 einem Enzym so umgesetzt, dass 5 -Methyl cytosin unveran- 
dert bleibt, wahrend unmethyliertes Cytosin in Uracil o- 
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der in eine andere Base umgewandelt wird, die sich im Ba- 
senpaarungsverhalten von Cytosin unterscheidet . Dabei 
kann die zu untersuchende DNA je nach diagnostischer oder 
wissenschaftlicher Fragestellung aus unterschiedlichen 
Quellen stammen. Fur diagnostische Fragestellungen dienen 
als Ausgangsmaterial bevorzugt Gewebeproben, aber auch 
Korperflussigkeiten, insbesondere Serum. Moglich ist 
auch, die DNA aus Sputum, Stuhl, Urin oder Gehirn- 
Ruckenmarks-Flussigkeit zu verwenden. Vorzugsweise wird 
die DNA zunachst aus der biologischen Probe isoliert. Die 
DNA-Extraktion erfolgt nach Standardmethoden, aus Blut 
etwa unter Verwendung des Qiagen UltraSens DNA Extrakti- 
ons-Kits. Die isolierte DNA kann dann z.B. durch Umsatz 
mit Restriktionsenzymen fragment iert werden. Die Reakti- 
onsbedingungen und die in Frage kommenden Enzyme sind dem 
Fachmann bekannt und ergeben sich etwa aus den von den 
Herstellern mitgelieferten Protokollen. Anschliefiend wird 
die DNA chemisch oder enzymatisch umgewandelt. Bevorzugt 
erfolgt einen chemische Umsetzung mittels Bisulfite Die 
Bisulfitumwandlung ist dem Fachmann in unterschiedlichen 
Variationen bekannt (siehe etwa: Frommer et al.: A geno- 
mic sequencing protocol that yields a positive display of 
5 -methyl cytosine residues in individual DNA strands. Proc 
Natl Acad Sci USA. 1992 Mar 1; 89 (5) : 1827-31; Olek, A 
modified and improved method for bisulphite based cyto- 
sine methylation analysis. Nucleic Acids Res. 1996 Dec 
15;24(24) :5064-6.; DE 100 29 915; DE 100 29 915). Beson- 
ders bevorzugt erfolgt die Bisulfitumwandlung in Gegen- 
wart von denaturierenden Losemitteln, etwa Dioxan, und 
eines Radikalf angers (vgl.: DE 100 29 915). In einer an- 
deren bevorzugt en Ausfuhrungsform wird die DNA nicht che- 
misch, sondern enzymatisch umgewandelt. Dies ist etwa 
durch Einsatz von Cytidin-Deaminasen denkbar, die un- 
methylierte Cyidine schneller umsetzen als methylierte 
Cytidine. Ein entsprechendes Enzym ist kurzlich identifi- 
ziert worden (Bransteitter et al.: Activation- induced cy- 
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tidine deaminase deaminates deoxycytidine on single- 
stranded DNA but requires the action of RNase. Proc Natl 
Acad Sci USA. 2003 Apr 1; 100 (7) : 4102-7) . 

Im zweiten Schritt des erfindungsgemaSen Verfahrens wird 
die vorbehandelte DNA mittels einer Polymerase und min- 
destens einem Primer amplif iziert . Hierzu sind dem Pach- 
mann unterschiedliche Moglichkeiten bekannt, etwa unter 
Verwendung isothermer Amplif ikationsverfahren. Bevorzugt 
sind allerdings Polymerasekettenreaktionen (PCR) . Dabei 
sind je nach Aufbau der Primer unterschiedliche Ausfuh- 
rungsformen denkbar. Allen Ausfuhrungsformen ist aller- 
dings gemeinsam, dass bei mindestens einem der Primer das 
5'-Ende fiber einen Linker mit einer Sonde verbunden ist. 
Die gesamte Sequenz aus Primer, Linker und Sonde wird - 
unabhangig von der Sekundarstruktur der Sonde - im fol- 
genden als Scorpion- Primer bezeichnet. „Primer tt bezeich- 
net dagegen nur die Primersequenz des Scorpion- Primers. 
Fur eine methylierungsspezif ische Detektion mussen entwe- 
der Sonden- oder Primersequenz methylierungsspezif isch 
sein. So ist es moglich, ursprunglich methylierte und un- 
methylierte DNA in gleicher Weise zu amplif izieren, und 
beide Formen erst durch Hybridisierung mit einer methy- 
lierungsspezif ischen Sonde zu unterscheiden. Umgekehrt 
ist es auch moglich, nur eine Art der DNA zu amplifizie- 
ren und diese dann mit einer unspezifischen Sonde zu de- 
tektieren. Wird eine hohe Spezifitat verlangt, so sind 
allerdings Verfahren bevorzugt, bei denen sowohl die 
Amplifikation wie auch die Detektion methylierungsspezi- 
fisch erfolgt. 

Eine methylierungsspezif ische Amplifikation kann auf un- 
terschiedliche Weise erreicht werden. In einer bevorzug- 
ten Ausfuhrungsform erfolgt die PCR unter Verwendung von 
Primern, die spezifisch nur an Posit ionen der umgewandel- 
ten Sequenz binden, die vorher entweder methyl iert (oder 
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bei umgekehrtem Ansatz: unmethyliert) waren. Dieses Ver- 
fahren ist unter dem Namen methylierungssensitive PCR be- 
kannt (MSP) . Dabei werden Primer verwendet, die mindes- 
tens ein CG-Dinukleotid enthalten; bevorzugt sind Primer, 
die mindestens drei CG-Positionen tragen, von denen min- 
destens eine am 3'-Ende lokalisiert ist. Pur die Amplifi- 
kation der unmethyliert en Sequenzen bzw. der Gegenstrange 
sind dement sprechend TG- oder CA-Dinukleotide erforder- 
lich. Die exakten technischen Angaben zur Durchfuhrung 
einer MSP sind dem Fachmann bekannt (Vgl . : Herman et al . : 
Methylation- specific PCR: a novel PCR assay for methyla- 
tion status of CpG islands. Proc Natl Acad Sci USA. 
1996 Sep 3;93(18) :9821-6; US 5,786,146; US 6,017,704; US 
6,200,756). 

Eine andere bevorzugt e Ausfuhrungsform zur methyl ie- 
rungsspezifischen Amplif ikation ist die „Heavy Methyl"- 
Methode. Dabei wird mindestens ein raethylierungsspezif i- 
sches Blocker-Oligomer eingesetzt, das an ein CG (bzw. TG 
oder CA) -Dinukleotid bindet und so die Amplif ikation der 
Hintergrund-DNA verhindert. Die Ausfuhrungsform kann uber 
die Auswahl der Polymerase oder uber die Modif ikation der 
Blockeroligomere so ausgestaltet sein, dass ein Abbau o- 
der eine Verlangerung der Blocker minimiert wird. Exakte 
technische Angaben zur Durchfuhrung der Amplif ikation 
sind dem Fachmann bekannt (WO 02/072880) . 

Die methylierungsspezifischen und die nicht-methy- 
lierungsspezifischen Amplif ikationen lassen sich erf in- 
dungsgemaS mit unter schiedlichen Linker- und Sondenele- 
menten kombinieren. Allen Ausfuhrungsformen ist aller- 
dings gemeinsam, dass bei mindestens einem der Primer das 
5'-Ende uber einen Linker mit einer Sondensequenz verbun- 
den ist. Angaben uber Lange und die Struktur des Linkers 
ergeben sich aus dem Stand der Technik. Insbesondere muss 
sichergestellt sein, dass die Sonde nicht amplifiziert 
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wird. Dies kann uber unterschiedliche Ausgestaltungen er- 
reicht werden, die dem Fachmann bekannt sind (EP 0416817; 
U.S. 5,525,494; US 20030087240). In einer bevorzugten 
Ausfuhrungsform enthalt der Linker einen PCR-Blocker, der 
die Primer-Verlangerung auf dem Gegenstrang verhindert . 
Besonders bevorzugt sind dabei Hexaethylenglycol- (HEG) - 
Monomere. Alternativ kann der Linker 2-O-alkyl-RNA ent- 
halten. Moglich ist auch die Verwendung von Oligonukleo- 
tiden, die zum Teil in 5' -5' -Richtung miteinander verbun- 
den sind (Vgl.: US 20030087240). 

Weiterhin sind die Scorpion- Primer so aufgebaut, dass die 
Sonde intramolekular an ein Verlangerungsprodukt des Pri- 
mers binden kann. Erf indungsgemaS erfolgt die Hybridisie- 
rung der Sonde in Abhangigkeit von dem Methyl ierungssta- 
tus der urspunglichen DNA. Dies bedeutet, dass nur dann 
eine Hybridisierung stattfindet, wenn die Matrizen-DNA an 
den zu untersuchenden Positionen ursprunglich methyliert 
oder eben unmethyliert vorlag. Eine solche methylie- 
rungsspezifische Detektion kann auf unterschiedliche Wei- 
se erfolgen. Erfolgt bereits die Amplif ikation methylie- 
rungsspezifisch, so kann eine nicht-methylierungs- 
spezifische Sonde ausreichend sein. Denn zu einer Hybri- 
disierung der Sonde kommt es nur dann, wenn sich ein (me- 
thylierungsspezifisches) Amplif ikat gebildet hat. Erf in- 
dungsgemaS bevorzugt ist allerdings die Verwendung einer 
methylierungsspezifischen Sonde. Diese bindet entweder 
nur an die ursprunglich methylierte oder unmethylierte 
DNA. Dement sprechend enthalt die Sonde mindestens ein me- 
thylierungsspezifisches CG- ; TG- oder CA-Dinukleotid. Be- 
vorzugt sind ein bis drei entsprechende Dinukleotide. Die 
Sondensequenz ist bevorzugt zwischen 6 und 50 Nukleotide, 
besonders bevorzugt zwischen 10 und 40 Nukleotide, ganz 
besonders bevorzugt zwischen 15 und 30 Nukleotide lang. 
Dabei kann die Sonde Nukleinsaure-Analoga wie Peptid- 
Nukleinsauren (PNA) oder 2 ' -O-alkyl-RNA enthalten. Weite- 
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re technische Angaben zur Lange und Struktur der Sonden 
finden sich in dem US-Patent 6,326,145 und in der US- 
Patentanmeldung 20030087240. 

5 Die Sonde tragt zudem mindestens eine Markierung, mit der 
detektiert werden kann, ob eine Hybridisierung stattge- 
funden hat. Hierzu sind dem Fachmann unterschiedliche 
Signalsysteme bekannt. So konnen u.a. Fluororeszenz- 
farbstoff- Quencher -Paare, interkalierende Farbstoffe und 

10 Farbstoff paare, die Signale uber Fluoreszenz-Resonanz- 

Energie-Transfer (FRET) erzeugen, verwendet werden. Denk- 
bar ist auch der Einsatz von Systemen, die zudem eine An- 
bindung der Amplif ikate an eine feste Phase ermoglichen. 
Diese und andere Beispiele, die ebenfalls zur Methylie- 

15 rungsanalyse einsetzbar und daher Teil dieser Erfindung 

sind, sind ausfuhrlich und mit weiteren Nachweisen in dem 
US-Patent 6,326,145 und in der US-Anmeldung 20030087240 
(insb.: [0018]; [51] f f ) . beschrieben. 

20 Die Signalsysteme bestehen bevorzugt aus zwei Komponen- 
ten. Diese sind in einer Aus fuhrungs form so konzipiert, 
dass nur dann ein Signal entsteht, wenn beide Komponenten 
raumlich voneinander getrennt sind. Umgekehrt ist es auch 
moglich, dass es nur dann zu einer Signalbildung kommt, 

25 wenn sich beide Komponenten in unmittelbarer raumlicher 
Nahe zueinander befinden. In beiden Ausfuhrungsformen 
konnen die Komponenten entweder durch dasselbe Oder durch 
unterschiedliche Molekule zur Verfugung gestellt werden. 
Uber unterschiedliche Sekundar struktur en der Sonde konnen 

30 die Komponenten in der erforderlichen raumlichen Struktur 
gehalten werden. Hierzu gehoren etwa Haamadeln, Schlei- 
fen # Blasen, Arme, Ellbogen und Stamme. Zum Stand der 
Technik gehoren dement sprechend eine Vielzahl moglicher 
Ausfuhrungsformen (Vgl. US 6,326,145; US 20030087240, 

35 insb. [52] ff) . Diese Ausfuhirungsformen konnen auch zur 
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Methylierungsanalyse eingesetzt werden und sind daher 
Teil dieser Erfindung. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform werden Fluoreszenz- 
farbstof f -Quencher- Paare verwendet. Entsprechende Paare 
sind dem Fachmann bekannt (siehe etwa US 20030087240 
[0020] mit weiteren Nachweisen) . In einer besonders be- 
vorzugten Variante sind sowohl Quencher wie auch Farb- 
stoff an die Sonde gebunden und befinden sich in der in- 
aktiven Form durch eine Haarnadelbildung in unmittelbarer 
raumliche Nahe zueinander (vgl.: Thelwell et al 2000 
a.a.o.) . Exakte technische Angaben uber verwendbare Haar- 
nadelstrukturen gehoren zum Stand der Technik (US 
6,326,145; US 20030087240). 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform tragt der 
Scorpion-Primer zwei Signalkomponenten, die in der inak- 
tiven Form raumlich voneinander entfernt sind, und die 
durch die Hybridisierung der Sonde an ein Primer- 
Extensionsprodukt in raumliche Nahe zueinander gebracht 
werden. In einer besonders bevorzugten Variante erzeugen 
die Signalkomponenten in der aktiven Form ein Signal uber 
einen Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer . Dabei befin- 
det sich die erste Komponente im 3'-Bereich und die zwei- 
te Komponente im 5'-Bereich des Scorpion- Primers. 

In einer anderen besonders bevorzugten Ausfuhrungsform 
sind die Signalkomponenten an unterschiedliche Molekule 
gebunden und befinden sich in der inaktiven Form in 
raumlicher Nahe zueinander. Dies ist etwa durch Einsatz 
eines weiteren Oligonukleotids moglich, das mit der Sonde 
in der inaktiven Form eine Duplex bildet. Dabei tragt die 
Sonde an ihrem S'-Ende einen Fluoreszenzfarbstof f , wah- 
rend das weitere Oligonukleotid an seinem 3'-Ende einen 
Quencher tragt. Statt eines Oligonukleotids konnen auch 
Oligomere aus Nukleinsaure-Analoga, etwa Peptid- 
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Nukleinsaure-Oligomere verwendet werden (Vgl.: Solinas et 
al. a.a.o.; US 6,326,145; US 20030087240). 

In weiteren besonders bevorzugten Ausfuhrungsformen ist 
5 der Quencher ebenfalls an ein weiteres Oligonukleotid ge- 
bunden, das in der inaktiven Form eine besondere raumli- 
che Struktur mit der Sonde bildet. Die Sonde tragt in 
diesem Fall zwei Farbstoffe. Sobald Sonde und weiteres 
Oligonukleotid voneinander getrennt werden, erfolgt zwi- 

10 schen den beiden Farbstof fen eine Signalbildung mittels 

eines Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfers. Statt eines 
Oligonukleotids konnen auch Oligomere aus Nukleinsaure- 
Analoga, etwa Peptid-Nukleinsaure-Oligomere verwendet 
werden (Vgl.: Solinas et al. 2001, a.a.o. insbesondere S. 

15 7 f und S. 6 Abb. 5) . 

Eine funfte besonders bevorzugte Aus fuhrungs form ahnelt 
dem Lightcycler-Verfahren und verwendet ein zusatzliches, 
farbstof fmarkiertes Molekul. Eine besondere raumliche 

20 Struktur zwischen weiterem Molekul und Sonde ist hier 
nicht erforderlich. Die Signalbildung erfolgt wiederum 
uber einen Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer . In der 
aktiven Form bindet das weitere Molekul neben die Sonde 
an das Amplifikat, so dass die beiden Farbstoffe in un- 

25 mittelbare Nahe zueinander gelangen, und so ein Signal 

erzeugt wird. Als weiteres Molekul wird bevorzugt ein O- 
ligonukleotid oder ein Oligomer aus Nukleinsaure-Analoga 
verwendet . Die Spezifitat der Nachweisreaktion kann er- 
hoht werden, wenn die Oligonxikleotid- oder Oligomerse- 

30 quenz methylierungsspezif isch ist, d.h. mindestens ein CG 
(bzw. TG oder CA) -Dinukleotid tragt. Die Sequenz ist be- 
vorzugt 15-30 Nukleotide lang. Weitere technische Angaben 
ergeben sich fur den Fachmann aus dem bekannten Lightcy- 
ler- Verf ahren . 



35 
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Alle oben beschriebenen Ausfuhrungsformen konnen unter 
Verwendung nur eines Scorpion- Primers neben einem konven- 
tionellen Primer durchgefiihrt werden. Erf indungsgem&S be- 
vorzugt ist es aber auch, wenn sowohl Forward- wie auch 
5 Reverse -Primer in der Scorpion-Form vorliegen. Ein solche 
Kombination kann mit vielfaltigen Vorteilen verbunden 
sein. So ermoglicht eine erste besonders bevorzugte Aus- 
fuhrungsform eine Sensitivitatssteigerung der Methylie- 
rungsanalyse. Dabei erzeugen beide Scorpion- Primer in der 

10 aktiven Form die gleichen Signale. Die Sonden hybridisie- 
ren an unterschiedliche, comethylierte Posit ionen der 
DNA. Die Signale beider Scorpion- Primer addieren sich, so 
dass die Signalintensitat verstarkt wird. Umgekehrt kann 
in einer zweiten besonders bevorzugten Ausfuhrungsform 

15 die Spezifitat der Nachweisreaktion erhoht werden. Dabei 
tragen die Scorpion- Primer unterschiedliche Signalkompo- 
nenten. Auch hier hybridisieren die Sonden an unter- 
schiedliche comethylierte Positionen der DNA. Als positi- 
ves Signal wird aber nur angesehen, wenn beide Signale 

20 gleichzeitig auftreten. Eine dritte besonders bevorzugte 
Ausfuhrungsform erlaubt eine exakte interne Quantifizie- 
rung der Methylierungsanalyse. Dabei wird der eine Scor- 
pion-Primer zur Methylierungsanalyse und der andere Scor- 
pion-Primer zur Bestimmung der Gesamt-DNA-Menge verwen- 

25 det. Dies ist etwa moglich f wenn eine nicht-methy- 

lierungsspezifische Amplif ikation erfolgt und beide Scor- 
pion-Primer unterschiedliche Signalkomponenten tragen. 
Die Sonde des ersten Scorpion- Primers hybridisiert dann 
wie oben beschrieben an methyl ierungsspezif is che Positio- 

30 nen, wahrend die Sonde des zweiten Scorpion-Primers an 
nicht-methylierungsspezifische Positionen bindet. Mit 
Hilfe des durch den zweiten Scorpion- Primer erzeugten 
Signals lasst sich dann die Gesamtmenge an DNA bestimmen, 
wahrend das Signal des ersten Scorpion- Primers die Menge 

35 der methylierten (bzw. unmethylierten) DNA angibt. Aus 

beiden Signalen lasst sich exakt die Menge an methylier- 
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ter DNA bestimmen. Eine vierte besonders bevorzugte 
Ausfiihrungsform ermoglicht gleichzeitig eine 
Methylierungs- und eine Mutationsanalyse oder eine Allel- 
Diskriminierung. Dazu wird der erste Scorpion- Primer zur 
Methylierungsanalyse verwendet (s.o-) und der zweite 
Scorpion- Primer zur Mutationsanalyse (bzw. Allel- 
Diskriminierung) . Dabei tragen beide Scorpion- Primer un- 
terschiedliche Signalkomponenten. Die Sondensequenz des 
zweiten Scorpion- Primers ist spezifisch fur eine bestimm- 
te Mutation (bzw* ein bestimmtes Allel) . Aus den erzeug- 
ten Signale lasst sich dann auf den Methylierungsstatus 
und auf das Vorliegen einer Mutation schliefcen. 

Wie bereits oben erwahnt, konnen unterschiedliche, methy- 
lierungsspezifische oder nicht-methylierungsspezif ische 
Amplikationsverfahren mit unterschiedlichen Linkern und 
verschiedenen Sondensystemen kombiniert werden. Gleich- 
zeitig konnen ein oder zwei Scorpion- Primer eingesetzt 
werden, Hierdurch ergeben sich vielfaltige Ausfuhrungs- 
formen, die sich zur Methylierungsanalyse eignen und da- 
her auch als erf indungsgemaS anzusehen sind. Wie diese 
Verfahren durchzufuhren sind # ergibt sich aus dieser An- 
meldung in Verbindung mit dem Stand der Technik. Im fol- 
genden sind bevorzugte Reaktionsbedingxingen der Erfindung 
naher beschrieben. Wie dem Fachmann bekannt ist, konnen 
die optimalen Reaktionsbedingungen jedoch fur einige Aus- 
fuhrungsformen variieren. 

Es ist f£ir das erf indungsgemaSe Verfahren nicht erf order - 
lich, ausschlieElich Scorpion- Primer einzusetzen. Viel- 
mehr ist es ausreichend, wenn nur ein geringer Anteil an 
Scorpion- Primern neben herkommlichen Primern derselben 
Sequenz verwendet wird. Das optimale Verhaltnis zwischen 
beiden Primer-Arten hangt von dem Aufbau des speziellen 
Assays ab und ist leicht experimentell zu bestimmen. Bei 
Verwendung geeigneter Signalsysteme (z.B. unterschiedli- 
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cher Fluoreszenzfarbstoffe) ist es auch moglich, mehrere 
Sequenzen gleichzeitig durch Einsatz unterschiedlicher 
Scorpion- Primer zu untersuchen (siehe etwa Thelwell et 
al. 2000 a.a.o.; US 20030087240). Die Scorpion- Primer 
konnen zu unterschiedlichen Zeiten im Laufe einer Ampli- 
fikationsreaktion zum Reaktionsansatz gegeben werden. So 
kann es ausreichend sein, wenn die Scorpion- Primer am 
letzten Amplif ikat ions zyklus beteiligt sind. Dies gilt 
etwa fur den Fall, dass eine Endpunkt -Analyse durchge- 
fiihrt werden soil (vgl.: Solinas et al. 2001, a.a.o. S. 
6) . Vorzugsweise sind die Scorpion- Primer allerdings 
schon zu Beginn der Amplif kation anwesend. Dies gilt ins- 
besondere fur Real - Time -Anwendungen. Die Amplif ikation 
erfolgt vorzugsweise uber eine PCR. Dem Fachmann ist be- 
kannt, wie Reagenzien, Konzentrationen und Temper aturzyk- 
len zu bestimmen sind, 

Im dritten Schritt des erfindungsgemaSen Verfahrens wird 
das Primer-Extensionsprodukt von dem Mat rizenst rang ge- 
trennt. Dies ist notwendig, urn eine Bindung der Sonde an 
das Primer-Verlangerungsprodukt zu ermoglichen. Diese 
Trennung erfolgt vorzugsweise durch eine Temperaturerho- 
hung. In einer PCR kann diese Temperaturerhdhung Teil des 
ublichen Temperaturzyklus sein. 

Im vierten Schritt des erfindungsgemaSen Verfahrens 
hybridisiert die Sonde an das Primer-Extensionsprodukt, 
wobei die Hybridisierung in Abhangigkeit von dem Methy- 
lierungsstatus der ursprunglichen DNA erfolgt. Dies be- 
deutet, dass nur dann eine Hybridisierung stattfindet, 
wenn die Matrizen-DNA an den zu untersuchenden Positionen 
ursprunglich methyliert oder eben unmethyliert vorlag. 
Erfolgt eine nicht-methylierungsspezif ische Amplifikati- 
on, so muss die methyliervmgsspezifische Hybrisierung 
durch die Sequenz der Sonde gewahrleistet sein. Bei einer 
methylierungsspezifischen Amplif ikation und Verwendung 
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einer nicht-methylierungsspezif ischen Sonde erfolgt nur 
dann eine Bindung, wenn sich uberhaupt ein (methylie- 
rungsspezifisches) Produkt gebildet hat (s.o.). Erfolgt 
die Reaktion mittels zweier Scorpion- Primer, so kann die 
5 Hybridisierung der Sonde des zweiten Scorpion- Primers un- 
abhangig vom Methylierungsstatus erfolgen, etwa wenn die 
Gesamt-DNA-Menge bestimmt und neben der Methylierung- 
auch eine Mutationsanalyse durchgefuhrt werden soil 
(s.o. ) • 

10 

Im funften Schritt des erf indungsgemafien Verfahrens wird 
detektiert, ob eine Hybridisierung stattgefunden hat. Da- 
bei erfolgt die Detektion in Abhangigkeit von der Signal - 
bildung nach dem Stand der Technik. 

15 

Dem Fachmann ist bekannt, dass die Schritte 2 bis 5 des 
erfindungsgemaSen Verfahrens mehrmals wiederholt werden 
konnen. Dies gilt insbesondere fur Real -Time - Anwendungen . 

20 Wie bereits mehrfach erwahnt, ist das erf indungsgemaEe 

Verfahren in vielfaltigen Ausfuhrungsformen anwendbar. Im 
folgenden sind einige bevorzugte Ausfihrungsf oannen naher 
beschrieben. Die exakten technischen Angaben zur Ausfuh- 
rung dieser Verfahren erschlieSen sich dem Fachmann aus 

25 dem Stand der Technik in Kombination mit dieser Anmel- 

dung. Gleichwohl ist das erf indungsgemtfie Verfahren nicht 
auf die unten dargestellten Varianten beschrankt. Viel- 
mehr sind auch die anderswo offenbarten Ausfuhrungsformen 
der Scorpion- Technologie fur die Methyl ierungsanalyse an- 

30 wendbar und damit Teil dieser Erfindung (Vgl. insbesonde- 
re: Thelwell et al a.a.o; Solinas et al a.a.o; US 
6,326,145; US 20030087240, insb, [52]ff). 

Eine erste bevorzugte Ausfuhrungsform wird im folgenden 
35 als „Methyl-Hairpin u bezeichnet. Dabei erfolgt die Ampli- 
f ikation der chemisch oder enzymatisch vorbehandelten DNA 
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mittels einer nicht-methylierungsspezif ischen PCR. Dem- 
entsprechend werden Primer eingesetzt, die an ursprung- 
lich methylierte und an ursprunglich unmethylierte DNA in 
gleicher Weise binden. Die Primer enthalten daher keine 
CG-Dinukleotide und nur solche T6- und CA-Dinukleotide, 
die Positionen entsprechen, die bereits vor der Umwand- 
lung in dieser Sequenz vorlagen. Bevorzugt werden als 
Primerpaar ein Scorpion- Primer und ein herkommlicher PCR- 
Primer eingesetzt. Der Linker des Scorpion- Primer enthalt 
bevorzugt Hexaethylenglycol (HEG) Monomere, urn eine 
Amplif ikation der Sonde zu verhindern. Dem Fachmann sind 
weitere Moglichkeiten bekannt, wie das Linkerelement aus- 
gestaltet werden kann (EP 0416817; U.S. 5,525,494; US 
20030087240) ♦ Das Sondenelement des Scorpion- Primers bil- 
det eine Haarnadelstruktur . Die Sondensequenz ist bevor- 
zugt zwischen 6 und 50 Nukleotide, besonders bevorzugt 
zwischen 10 und 40 Nukleotide, ganz besonders bevorzugt 
zwischen 15 und 30 Nukleotide lang. Dabei kann die Sonde 
Nukleinsaure-Analoga wie Peptid-Nukleinsauren (PNA) oder 
2 ' -O-alkyl-RNA enthalten. Exakte technische Angaben uber 
Lange und Struktur verwendbarer Haarnadelstruktur en geho- 
ren zum Stand der Technik (US 6,326,145; US 20030087240). 
Die Sondensequenz ist methylierungsspezif isch, d.h. sie 
tragt mindestens ein CG-Dinukleotid bzw. methylie- 
rungsspezifische TG- und CA-Dinukleotide. Bevorzugt sind 
ein bis drei entsprechende Dinukleotide. Die Sonde tragt 
zudem ein Pluoreszenzfarbstof f -Quencher-Paar, das sich 
durch die Haarnadelbildung in unmittelbarer raumlicher 
Nahe befindet. Im Zuge der PCR erfolgt eine Verlangerung 
des Scorpion-Primers und anschlieSend eine thermische 
Trennung des verlangerten Primers von dem Matrizenstrang. 
Die Sonde des Scorpion- Primers bindet dann in Abhangig- 
keit von dem Methylierungsstatus intramolekular an den 
verlangerten Primer. Durch die Trennung von Farbstoff und 
Quencher entsteht ein Fluoreszenz- Signal. Die Detektion 
des Signals kann nach dem Stand der Technik auf unter- 
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schiedliche Weise erfolgen. Es ist fur das erf indungsge- 
mafie Verfahren ausreichend, nur einen geringen Anteil an 
Scorpion- Primern neben herkommlichen Primern derselben 
Sequenz einzusetzen (s.o.). Bei Verwendung geeigneter 
5 Signalsysteme ist es moglich, mehrere Sequenzen gleich- 

zeitig durch Einsatz unterschiedlicher Scorpion- Primer zu 
untersuchen . In Beispiel 1 ist ein Methyl -Hairpin- 
Verfahren beschrieben. Beispiel 2 zeigt einen Vergleich 
zwischen der MethyLight und der Methyl -Hairpin- 
10 Technologie. In Figur 5 ist der Ablauf einer Methyl - 
Hairpin-Reaktion grob schematisch dargestellt. 

Eine zweite bevorzugte Ausfuhrungsform wird im folgenden 
als „MSP-Methyl -Hairpin " bezeichnet. Dabei erfolgt die 

15 Amplif ikation der chemisch oder enzymatisch vorbehandel- 
ten DNA mittels einer methyl ierungsspez if ischen PCR. Dem- 
entsprechend werden Primer eingesetzt, die bevorzugt ent- 
weder an die ursprunglich methyl ierte oder an die ur- 
sprunglich unmethylierte DNA binden. Die Primer enthalten 

20 daher CG-Dinukleotide oder methyliemngsspezif sche TG- 

oder CA-Dinvikleotide. Bevorzugt tragen die Primer mindes- 
tens drei entsprechende Dinukleotide, von denen mindes- 
tens eines am 3'-Ende lokalisiert ist. Bevorzugt werden 
als Primerpaar ein Scorpion- Primer und ein herkommlicher 

25 PCR-Primer eingesetzt. Linker und der Sonde sind so auf- 
gebaut wie im Methyl -Hairpin-Verfahren (s.o.). Dabei ver- 
fugt die Sonde bevorzugt uber eine methyliemngsspezif i- 
sche Sequenz, d.h. sie tragt mindestens ein CG- 
Dinukleotid bzw. methyliemngsspezif ische TG- oder CA- 

30 Dinukleotide. Bevorzugt sind ein bis drei entsprechende 
Dinukleotide . Da die Amplif ikation bereits methylie- 
mngsspezif isch erfolgt, ist es auch moglich, eine nicht- 
methylierungsspezif ische Sonde einzusetzen. Die Signaler- 
zeugung erfolgt wie bei dem Methyl -Hairpin-Verfahren uber 

35 ein Fluoreszenzfarbstof f -Quencher- Paar (s.o.). 
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Eine dritte bevorzugte Ausfiihrungsform wird im folgenden 
als „Heavy Methyl -Hairpin" bezeichnet. Dabei erfolgt die 
Amplif ikation der chemisch oder enzymatisch vorbehandel- 
ten DNA mittels einer methylierungsspezif ischen Heavy Me- 
5 thyl-PCR (s.o.). Hierzu werden nicht -methyl ierungs- 

spezifische Primer eingesetzt, d.h. Primer, die an ur- 
sprunglich methylierte und an ursprunglich unmethylierte 
DNA in gleicher Weise binden. Die Primer enthalten daher 
keine CG- Dinukleotide und nur solche TG- und CA- 

10 Dinukleotide, die Positionen entsprechen, die bereits vor 
der Umwandlung in dieser Sequenz vorlagen. Die methylie- 
rungsspezifische Amplif ikation wird durch Einsatz mindes- 
tens eines methylierungsspezif isches Blocker-Oligomers 
sichergestellt . Der Blocker bindet an ein CG- (bzw. an 

15 ein methylierungsspezif isches TG- oder CA-) Dinukleotid 
und verhindert so die Amplif ikation der Hintergrund-DNA. 
Die Ausfuhrungsform kann uber die Auswahl der Polymerase 
oder uber die Modif ikation der Blockeroligomere so aus- 
gestaltet sein # dass ein Abbau oder eine Verlangerung der 

20 Blocker minimiert wird. Bevorzugt werden als Primerpaar 

ein Scorpion- Primer und ein herkommlicher PCR- Primer ein- 
gesetzt. Linker und Sonde sind so aufgebaut wie im Me- 
thyl -Hairpin- Verfahren (s.o.). Dabei verfugt die Sonde 
bevorzugt uber eine methylierungsspezif ische Sequenz, 

25 d.h. sie tragt mindestens ein CG-Dinukleotid bzw. 
methylierungsspezif ische TG- oder CA-Dinukleotide. 
Bevorzugt sind ein bis drei entsprechende Dinukleotide. 
In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform verwendet 
der Heavy Methyl -Hairpin-Assay fur das Blocken und fur 

30 die Signalerzeugung dieselben methylierungsspezif ischen 
Dinukleotide. Hierdurch wird die Anzahl der zur Analyse 
erf order lichen Dinukleotide verringert, so dass das 
HeavyMethyl -Hairpin- Verfahren eine breitere Anwendbarkeit 
als das Heavy Methyl -Verfahren haben kann. Zudem wird 

35 auch eine erhohte Spezifitat erreicht. Da die 

Amplif ikation bereits methyl ieningsspez if isch erfolgt, 
ist es moglich, eine nicht -methylierungsspezif ische Sonde 
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nicht-methylierungsspezif ische Sonde einzusetzen. Die 
Signal erzeugung erfolgt wie bei dem Methyl -Hairp in- 
Verfahren uber ein Fluoreszenzf arbstof f -Quencher- Paar 
(s.o.) . In Beispiel 3 ist ein Heavy Methyl -Hairpin- 
5 Verfahren beschrieben. 

Eine vierte bevorzugten Ausfuhrxzngsform wird im folgenden 
als „ Methyl -Duplex * bezeichnet. Diese Variante unter- 
scheidet sich von der oben beschriebenen Methyl- Hairpin - 

10 Variante nur durch das Sondenelement . Im Methyl - Duplex - 

Verfahren sind Farbstoff und Quencher an unterschiedliche 
Molekule gebunden und bef inden sich in der inaktiven Form 
in rclumlicher Nahe zueinander. Dies ist etwa durch Ein- 
satz eines weiteren Oligonukleotids moglich, das mit der 

15 Sonde in der inaktiven Form eine Duplex bildet. Statt ei- 
nes Oligonukleotids konnen auch andere Oligomere aus Nuk- 
leinsaure-Analoga, etwa Peptid-Nukleinsaure-Oligomere 
verwendet werden. (Vgl.: Solinas et al. a.a.o.; US 
6,326,145; US 20030087240). In Figur 6 ist der Ablauf ei- 

20 ner Methyl -Hairpin-Reakt ion grob schematisch dargestellt. 

Eine funf te bevorzugte Ausfuhrungsform wird im folgenden 
als „MSP-Methyl-Duplex u bezeichnet. Diese Variante unter- 
scheidet sich von der oben beschriebenen MSP-Methyl- 
25 Hairpin-Variante nur durch das Sondenelement. Dieses bil- 
det wiederum mit einem weiteren Oligomer eine besondere 
raumliche Struktur, etwa eine Duplex (s.o.) . 

Eine sechste bevorzugte Ausfuhrungsform wird im folgenden 
30 als „Heavy Methyl -Duplex" bezeichnet. Diese Variante ent- 
spricht einer Kombination aus dem „Heavy Methyl -Hairpin" 
mit einem Sondenelement, das mit einem weiteren Oligomer 
eine besondere raumliche Struktur, etwa eine Duplex bil- 
det (s.o) . 

35 
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Bei einer siebten besonders bevorzugten Ausfiihrungsform 
handelt es sich urn einen quant itativen „ Methyl -Hairpin" 
Assay. Diese Ausfuhrungsf orm entspricht dem „Methyl- 
Hairpin-Assay w , wobei ein zweiter Scorpion- Primer einge- 
5 setzt wird. Hierdurch ist eine interne Quant if izierung 
moglich. Die Sonde des zweiten Scorpion- Primers ist 
nicht-methylierungs-spezifisch und bindet unabhangig vom 
Methylierungsstatus an die Amplifikate. Mit Hilfe des 
hierdurch erzeugten Signals lasst sich dann die Gesamt- 
10 menge an DNA bestimmen, wahrend das Signal des erst en 
Scorpion-Primers die Menge der methylierten (bzw. un- 
methylierten) DNA ergibt. Aus beiden Signalen lasst sich 
exakt die Menge an methylierter DNA bestimmen. 

15 Ein weiterer Aspekt der Erfindung besteht in der Verwen- 
dung aller erf indungsgemaSen Ausfuhrungsf ormen . Werden 
krankheitsspezif ische Cytosinpositionen untersucht, so 
eignet sich das erf indungsgemaSe Verfahren insbesondere 
zur Diagnose oder Prognose von Krebserkrankungen oder an- 

20 deren mit einer Veranderung des Methylierungsstatus asso- 
ziierten Krankheiten. Hierzu gehoren u.a. CNS- 
Fehlfunktionen, Aggress ions symptome oder Verhaltenssto- 
rungen; klinische, psychologische und soziale Konsequen- 
zen von Gehirnschadigungen; psychotische Storungen und 

25 Personlichkeitsstorungen; Demenz und/oder assoziierte 
Syndrome; kardiovaskulare Krankheit, Fehlfunktion und 
Schadigung; Fehlfunktion, SchSdigung oder Krankheit des 
gastrointestinalen Traktes; Fehlfunktion, Schadigung oder 
Krankheit des Atmungssystems; Verletzung, Entzundung, In- 

30 fektion, Immunitat xind/ode'r Rekonvaleszenz; Fehlfunktion, 
Schadigung oder Krankheit des Korpers als Abweichung im 
Entwicklungsprozess; Fehlfunktion, Schadigung oder Krank- 
heit der Haut, der Muskeln, des Bindegewebes oder der 
Knochen; endokrine und metabolische Fehlfunktion, Schadi- 

35 gung oder Krankheit; Kopf schmerzen oder sexuelle Fehl- 
funktion. Das erf indungsgemaSe Verfahren eignet sich au- 
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Serdem zur Vorhersage von unerwiinschten Arzneimittelwir- 
kungen, zur Festlegung einer spezif ischen Arzneimittel- 
therapie (personalisierte Medizin) und zur Uberwachung 
des Erfolges einer Arzneimitteltherapie. Eine weitere An- 
5 wendung ist die Unterscheidung von Zelltypen oder Geweben 
und die Untersuchung der Zelldif f erenzierung. 

Gegenstand der Erfindung ist auch die Verwendung von 
Scorpion- Primern zur Methyl ierungsanalyse und zum Nach- 
weis oder zur Prognose der oben genannten, mit einer Ver- 
anderung des Methylierungsstatus assoziierten Krankhei- 
ten. Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist die Ver- 
wendung der Scorpion- Primer zur Vorhersage von uner- 
wunschten Arzneimittelwirkungen, zur Festlegung einer 
spezifischen Arzneimitteltherapie (personalisierte Medi- 
zin) und zur Uberwachung des Erfolges einer Arzneimittel- 
therapie- Ferner ist Gegenstand der Erfindung ist die 
Verwendung der Scorpion- Primer zur Unterscheidung von 
Zelltypen oder Geweben und zur Untersuchung der Zelldif - 
f erenzierung. Unter Scorpion -Primer wird dabei ein Primer 
verstanden, der an seinem 5'~Ende uber einen Linker mit 
einer Sondensequenz verbunden ist (s.o.). 

SchlieSlich ist Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist 
25 auch ein Kit, bestehend aus mindestens einem Scorpion- 
Primer, einer Polymerase und den erf order lichen Reagen- 
zien fur eine PCR. 

Beispiele 

30 

Beispiel 1: Quantif izierung methylierter DNA des brcal- 
Gens mit einem Methyl-Hairpin-Real-Time-PCR-Assay. 

Es wurde ein Bisulf it-behandeltes Fragment des menschli- 
35 chen brcal-Gens amplifiziert (Genbank Accession: 

L78833.1, nt 3538 - nt 3666; SeqID-7) . Als Matrize wurde 
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menschliche DNA aus peripheren Blut-Zellen (Roche Di- 
agnostics) und umfassend methylierte menschliche DNA (Se- 
rologicals) eingesetzt. Beide DNA-Arten wurden mit einer 
Bisulf it-L6sung behandelt (Olek et al. 1996, a.a.o.). 
Hierdurch wurden unmethylierte Cytosine in Uracil umge- 
wandelt, wahrend 5 -Methyl cytosine unverandert blieben. 
Nach der Bisulf it-Behandlung wurde die DNA-Konzentration 
mittels UV-Absorption (260 nm) bestimmt. Die Leistungsfa- 
higkeit des Assays wurde durch Einsatz von 10 ng, 1 ng 
und 0,1 ng Bisulf it-behandelter methylierter Matrizen-DNA 
untersucht. Die Reaktion wurde in einem Gesamtvorumen von 
20 ill unter Verwendung eines Light-Cycler-Gerates durch- 
gefuhrt. Der Reaktionsansatz enthielt 10 \lL Matrizen-DNA 
(Konzentrationsangaben siehe unten) , 2 /xl des FastStart- 
LightCycler-Reaktionsgemisches fur Hybridisierungssonden 
(Roche Diagnostics), 0,30 /xmol/1 Forward Primer (5 1 - 
GAAGtTGAtAGATGGGTATTtTTTGA-3 # ; SeqID-1) , 0,10 /xmol/1 Re- 
verse Primer (5 1 -CCCCCTTCCTaATCCTCAa-3 ' ; SeqID-2) , 0,5 
/xmol/1 Scorpion-Primer (5'-FAM- 

GGCAGC CTAGGTCGCGAGGGAAGGCTGCC - MR - HEG - CCCCCTTCCTaATCCTCAa - 
3'; Sondenelement : SeqID-6; Primerelement : SeqID-8) und 
2mmol/l MgCl 2 . Die Thermozyklen begannen mit einer Inku- 
bation bei 95°C fur 10 Minuten, gefolgt von 55 Zyklen mit 
folgenden Schritten: 95° C fur 10 Sekunden, 56 °C fur 30 
Sekunden und 72 °C fQr 10 Sekunden. Die Fluoreszenz wurde 
in jedem Zyklus vor der Annealing- Phase bei 56 °C detek- 
tiert . 

Wegen der identischen Basenpaarungseigenschaf ten von Ura- 
cil und Thymin wurden die Posit ionen, die den umgewandel- 
ten, nicht methylierten Cytosinen entsprechen, mit einem 
kleinen „t tt gekennzeichnet (bzw. kleines „a* im komple- 
mentaren Strang) . Dagegen stehen das grofie „T W (bzw. „A W 
im komplementaren Strang) fur die bereits vor der Bisul- 
f it-Behandlung vorhandenen Thymine. Die Abkurzungen in 
den Primersequenzen stehen hier und in den weiteren Bei- 
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spielen fur folgendes: FAM ^ Fluoresceine-Label; red640 = 
LightCycler- Fluorescence -Label fiir Kanal F2; MR = Methyl - 
red-Label; HEG = Hexaethylenglycol- Spacer; pho=Phosphat- 
Modif ikation; fluo= Fluoresceine. 

5 

Die Ergebnisse sind in Tabelle 1 und in Figur 1 gezeigt. 
Tabelle 1 zeigt den von der Light cycler- Software berech- 
neten Mittelwert der Schwellenwerte von zwei Wiederholun- 
gen. Die Negativkontrollen ergaben keine Amplifikate (10 

10 ng unmethylierte Bisulf it-behandelte DNA; 50 ng genomi- 

sche DNA; Wasser) , Die Daten zeigen, dass mit dem Methyl- 
Hairpin-Assay ein spezifischer Nachweis der methylierten, 
Bisulf it-behandelten DNA des brcal-Gens moglich ist. Bei 
der Bisulfit-behandelten methylierten Matrizen-DNA zeigt 

15 die PCR eine Linearitat von mindestens drei GrdSenordnun- 
gen (Figur 1) . Der Methyl -Hairpin- Assay ist daher in der 
Lage, methylierte DNA auf Real-Time-PCR-Plattformen zu 
quantif izieren ♦ 

20 Tabelle 1: Leistungsf ahigkeit des brcal -Methyl -Hairpin- 
Assays zum Nachweis methylierter DNA. Die Schwellenzyklen 
wurden mit der LightCycler-Sof tware aus zwei Wiederholun- 
gen erhalten (Methode: second derivtate maximum) . 



Menge an Bisulf it-behandelter 
Matrizen DNA (ng) 


Schwellenzyklen bei 
Methyl -Hairpin 


10 


34,9 


1 


37,9 


0,1 


40, 8 


0,0 


0 



25 

Beispiel 2: Vergleich eines Methyl -Hairpin- Assays mit ei- 
nem MethyLight-Assay zur methyl ierungsspez if ischen Detek- 
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tion des brcal-Amplicons in DNA-Mischungen aus methylier- 
ter und unmethylierter, Bisulf it-behandelter DNA. 
Im folgenden wurden die Real - Time -PCR-Verf ahren Methyl - 
Hairpin und MethyLight verglichen. Bestimmt wurde die 
Menge an urspriinglich methylierter, Bisulf it-behandelter 
DNA vor einem Hintergund urspriinglich unmethylierter, Bi- 
sulf it-behandelter DNA. 

Die PCR-Amplif ikationen wurden in einem Gesamtvolumen von 
20 fil unter Verwendung eines Light Cycler-Gerates (Roche 
Diagnostics) durchgef uhrt . Amplif iziert wurde ein Bisul- 
f it-behandeltes DNA- Fragment des menschlichen brcal-Gens 
(nt 3538 - nt 3666 in Genbank Accession No. L78833.1; Se- 
qID-7) Der Methyl- Hairpin- Reaktionsmix enthielt 10 /xl 
Matrizen-DNA (Konzentrationen siehe unten ) , 2 /xl des 
FastStart-LightCycler-Reaktion-Mixes fur Hybridisierungs- 
sonden (Roche Diagnostics), 0,30 /xmol/1 Forward Primer 
(5 ' -GAAGtTGAtAGATGGGTATTtTTTGA-3 ' ; SeqID-1) , 0,10 /xmol/1 
Reverse Primer (5 f -CCCCCTTCCTaATCCTCAa-3 ' ; SeqID-2) , 0,5 
/xmol/1 Scorpion- Primer (5' -FAM- 

GGCAGCCTAGGTCGCGAGGGAAGGCTGCC-MR-HEG- CCCCCTTCCTaATCCTCAa - 
3'; Sondenelement : SeqID-6; Primerelement : SeqID-8) und 2 
mmol/1 MgCl 2 . Der MethyLight -Reaktionsmix enthielt 10 /xl 
Matrizen-DNA, 2 /xl des Fas tStart -Light Cycler-Reakt ions - 
mixes fur Hybridizierungssonden (Roche Diagnostics), 0,30 
/xmol/1 Forward Primer (5 1 -GAAGtTGAtAGATGGGTATTtTTTGA-3 ' ; 
SeqID-1), 0,30 /xmol/1 Reverse Primer (5'- 
CCCCCTTCCTaATCCTCAa- 3' ; SeqID-2) , 0,25 /xmol/1 Hybridisie- 
rungssonde 1 (5 1 -GCGGAAttTGAGAGGCGTA-f luo-3 ' ; SeqID-3) 
und Hybridisierungssonde 2 (5'-red640~ 

GCGTTGTGAAtttTGGGGAG-pho-3 ' ; SeqID-4) . Die Thermozyklen 
begannen mit einer Inkubation bei 95°C fur 10 Minuten, 
gefolgt von 55 Zyklen mit den folgenden Schritten: 95°C 
fur 10 Sekunden, 56°C fur 30 Sekunden und 72°C fur 10 Se- 
kunden. Die Fluoreszenz-Signale wurden in jedem Zyklus 
vor der Annealing- Phase bei 56°C detektiert. 
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Die DNA wurde aus derselben Quelle wie in Beispiel 1 be- 
schrieben isoliert. In jeder Reaktion wurde die Gesamt- 
menge von 20 ng Bisulf it-behandelter DNA eingesetzt. Die 
Anteile methylierter DNA betrugen 100 % f 50 % und 10 %. 
5 Das entspricht in absoluten Mengen 20 ng (100%), 10 ng 
(50%) und 2 ng (10%) pro Reaktion. Beide Assays wurden 
parallel in demselben LightCycler-Gerat rait denselben 
DNA-Mischungen durchgef uhrt . Die Fluoreszenz-Signale wur- 
den in unterschiedlichen Kanalen detektiert. Der Methyl - 
10 Hairpin- Assay generierte Signale im Kanal Fl (520 nm) . 
Die Signale des Me thyLight -Assays wurden in Kanal F2 
nachgewiesen (640nm) . 

Die experimentellen Daten zeigen # dass bei alien Konzent- 
rationen mit beiden Assays Signale methylierter DNA vor 

15 einem Hintergrund unmethylierter DNA erhalten werden kon- 
nen (Figuren 2 und 3) . Unmethylierte Bisulf it -behandelte 
DNA ergab keine Signale. Der Methyl -Hairpin-Assay gene- 
rierte im Vergleich zum Me thyLight -Assay hdhere Signale 
und erlaubte eine bessere Analyse. Dies gilt insbesondere 

20 fur die 10%-Proben. Das Signal des Methyl -Light -Assays 
liegt dabei zu 140%, das Signal des Scorpion- Assays zu 
180% uber dem Hintergrundsignal . Die Ergebnisse zeigen, 
dass der Methyl -Hairpin-Assay in der Lage ist, zumindest 
2 ng methylierter DNA bei einem Hintergrund von 18 ng un- 

25 methylierter DNA nachzuweisen. Dabei besaS er eine hohere 
Sensitivitat als der MethyLight-Assay. 

Beispiel 3: Verwendung des Heavy Methyl -Hairpin-Assay zum 
Nachweis methylierter DNA des brcal-Gens bei 4000-fach 
30 hoherem Hintergrund an unmethylierter DNA. 

Der hier beschriebene Assay verbindet die Vorteile der 
Heavy Methyl- und der Methyl -Hairpin Technologie. Die 
Verwendung methylierungsspezif ischer Blocker (Heavy Me- 
35 thyl) und methyl ierungsspezif ischer Detektion mit Scorpi- 
on-Primern (Methyl-Hairpin) schafft eine neue Real-Time- 
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PCR-Technologie fur eine sensitive Detektion methylierter 
DNA (Heavy Methyl -Hairpin) . 

Der Heavy Methyl -Hairpin-Assay wurde in einem Gesamtvolu- 
5 men von 20 fxl unter Verwendung eines LightCycler-Gerates 
(Roche Diagnostics) durchgef uhrt . Es wurde ein Bisulfit- 
behandeltes DNA- Fragment des humanen brcal-Gens amplifi- 
ziert (nt 3538 - nt 3666 in Genbank Accession No. 
L78833.1; SeqID-7) . Das Reaktionsgemisch enthielt 10 /xl 

10 Matrizen-DNA (Konzentrationen siehe unten) , 2 ptl Fast- 

Start-LightCycler-Reaktionsmix fur Hybridisoierungssonden 
(Roche Diagnostics), 0,30 /xmol/1 Forward Primer (5"- 
GAAGtTGAt AGATGGGTATTtTTTGA- 3 ' ; SeqID-1) , 0,10 fimol/1 Re- 
verse Primer (5 1 -CCCCCTTCCTaATCCTCAa-3' ; SeqID-2) , 0,5 

15 jumol/1 Scorpion- Primer (5'-FAM- 

GGCAGCCTAGGTCGCGAGGGAAGGCTGCC-MR-HEG-CCCCCTTCCTaATCCTCAa- 
3'; Sondenelement : SeqID-6; Primerelement : SeqID-8) , 4 
/xmol/1 Blocker (5 1 -TAATCCTCAaCACTTCCCTCACAACCT-pho-3 ' ; 
SeqID-5) und 2mmol/l MgCl 2 . 

20 Die Thermozyklen begannen mit einer Inkubation bei 95 °C 
fur 10 Minuten, gefolgt von 55 Zyklen mit folgenden 
Schritten: 95°C fur 10 Sekunden, 56°C fur 30 Sekunden und 
72 °C fur 10 Sekunden. Die Fluoreszenz-Signale wurden in 
jedem Zyklus vor der Annealing -Phase bei 56°C detektiert. 

25 Die DNA-Gemische wurden aus derselben Quelle isoliert wie 
in Beispiel 1 beschrieben. Die Menge an ursprunglich me- 
thylierter, Bisulfit-behandelter DNA betrug in jeder Pro- 
be 100 pg. Die Menge an unmethylierter Hintergrund-DNA 
variierte jeweils. Verhaltnisse methylierter zu unmethy- 

30 lierter DNA von 1:1000 und 1:4000 wurden durch entspre- 
chende Mischungen nach der Bisulf it-Behandlung herge- 
stellt. Als absolute DNA-Mengen ergaben sich fur die Re- 
aktionen dement sprechend 100, lng (1:1000) bzw. 400, lng 
(1:4000). Als positive Kontrolle wurden 100 pg methylier- 

35 te DNA ohne unmethylierten Hintergrund und als negative 
Kontrolle 100 ng unmethylierte DNA verwendet. 
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Die Ergebnisse sind in Figur 4 gezeigt. 100 pg methylier- 
ter DNA konnten mit dem Heavy Methyl -Hairpin- Assay in den 
beiden relativen Sensitivitaten von 1:1000 und 1:4000 
5 nachgewiesen werden. Keine Signale wurden bei 100 ng un- 
methylierter DNA erhalten. Dagegen ergab die Positivkon- 
trolle mit 100 pg methylierter DNA ohne Hintergrund un- 
methylierter DNA das starkste Signal. Die Daten zeigen, 
dass der Heavy Methyl -Hairpin-Assay eine sensitive Detek- 
10 tion methylierter DNA vor einem 4000-fachen Hintergrund 
unmethylierter DNA gewahrleisten kann. 

Beispiel 4 (theoretisches Beispiel) : Methylierungsanalyse 
15 des GSTPi Gens durch Scorpio Real Time Analyse (Heavy Me- 
thyl-Hairpin-Assay) 

Folgendes (bisulfit behandeltes) Fragment des GSTPi Gens 
wird amplifiziert: 

20 CGGGAt t At t tTTATAAGG t TCGGAGGt CGCGAGG 1 1 TTCG t TG - 

GAGTTTCGt CG t CGt AGT t TTCGt t At t AG (SEQ ID NO: 9 nt; 1845 - nt 
1924 in in Genbank Accession No. AY324387) . Die PCR wird 
mit den in den oben beschriebenen Reaktionsbedingungen 
durchgef uhrt . Als Primer werden folgende Sequenzen ver- 

25 wendet: Forward primer ( GGGAt tA t t t TTATAAGGt T ; SEQ ID 
NO: 10), Reverse primer (TACTCACTaaTaaCKAAaACTaC; SEQ ID 
NO: 11), Scorpion primer (FAM- ggcagccGtTG- 
GAGtttCGtCGggctgcc-DDQ-HEG-TACTCACTAATAACKAAAACTAC ; SEQ 
ID NO: 12, 13), 4(iM Blocking probe (CTAATAACaAAAACTACaA- 

30 CaACaAAACTCCAAC-PHO; SEQ ID NO: 14). Statt des oben be- 
schriebenen Standard Scorpio Primer kann auch folgender 
Duplex Scorpio Primer verwendet werden: FAM- 
G t TGGAG 1 1 1 CGt CG - HEG - TACTCACTAATAACKAAAACTAC (Seq ID ; 
CGaCGaaaCTCCAaC-DDQ; Seq ID NO: 15; NO: 16). 

35 
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Erlauterungen zu den Figuren 
5 Pigur 1: Real -Time -Amplif izierung der Bisulfit- 

behandelten brcal-DNA mittels des Methyl -Hairpin-Assays 
(Bsp.l) . Die Y-Achse zeigt das in jedem Zyklus gemessene 
Fluoreszenz-Signal (Kanal Fl) . Die X-Achse zeigt die An- 
zahl der Zyklen. Kein Signal ergaben die Negativ- 

10 Kontrollen: Wasser (Stern) , 50 ng genomische DNA (diago- 
nales Kreuz) ; 10 ng unmethylierte, Bisulfit-behandelte 
DNA (leerer Kreis) . Die methylierte, Bisulfit-behandelte 
DNA ist mit schwarzen Kreisen (10 ng) , schwarzen Drei- 
ecken (1 ng) und schwarzen Rechtecken (0,1 ng) gekenn- 

15 zeichnet . 

Figur 2: Real -Time -Amplif izierung der Bisulfit- 
behandelten brcal-DNA mit dem MethylLight -Assay unter 
Verwendung von Hybridisierungssonden (Bsp. 2). Die Y- 

20 Achse zeigt das Fluoreszenz-Signal in Kanal F2 (640nm) . 

Die Messung erfolgte in jedem Zyklus (X-Achse) . Die Kur- 
ven zeigen 100% (schwarze Kreise) , 50% (schwarze Rauten) 
und 10% methyl ierte DNA (schwarze Dreiecke) vor einem 
Hintergrund unmethylierter DNA. Insgesamt wurden 20 ng 

25 Bisulfit-behandelter DNA in jedem Ansatz untersucht. Bei 
20 ng unmethylierter DNA konnte kein Signal bestimmt wer- 
den (leere Rechtecke) . 

Figur 3: Real -Time-Amplif izierung der Bisulfit- 
30 behandelten brcal-DNA mit dem MethylLoop -Assay unter Ver- 
wendung von Hybridisierungssonden (Bsp.2) . Die Y-Achse 
zeigt das Fluoreszenz-Signal in Kanal Fl (520 nm) . Die 
Messung erfolgte in jedem Zyklus (X-Achse) . Die Kurven 
zeigen 100% (schwarze Kreise) , 50% (schwarze Rauten) und 
35 10% methylierter DNA (schwarze Dreiecke) vor einem Hin- 
tergrund unmethylierter DNA. Insgesamt wurden pro Ansatz 
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20 ng Bisulf it-behandelter DNA verwendet. Bei 20 rig un- 
methylierter DNA wurde kein Signal detektiert (leere 
Rechtecke) . 

Figur 4: Sensitive Detektion der brcal-DNA mit dem Heavy 
Methyl -Hairpin- Assay (Bsp.3) . Die Y-Achse zeigt das Fluo- 
reszenz-Signal in Kanal Fl (520nm) . Die Messung erfolgte 
in jedem Zyklus (X-Achse) . Bestimmt wurden jeweils 100 pg 
methylierter DNA mit folgenden Mengen an unmethylierter 
Hintergrund-DNA: ohne Hintergrund-DNA (schwarze Kreise) , 
100 ng (schwarze Dreiecke mit Spitze nach unten) , 400 ng 
/schwarze Dreiecke mit Spitze nach oben) . Bei der Nega- 
tivkontrolle (100 ng unmethylierter DNA ohne methylierter 
DNA) wurde kein Signal erhalten (leere Rechtecke) . 

Figur 5 zeigt grob schematisch den Ablauf des Methyl - 
Hairpin-Verf ahrens . Der Scorpion- Primer befindet sich auf 
der linken Seite. Das (methylierungsspezif ische) Sonden- 
element des Scorpion-Primer liegt in Form einer Haarnadel 
vor. Es tragt einen Fluoreszenz-Farbstof f (schwarzes 
Dreieck) und einen Quencher (schwarzes Rechteck) , die 
sich durch die Haarnadel struktur in unmittelbarer raumli- 
cher Nahe zueinander befinden. Die Zick-Zack-Linie kenn- 
zeichnet den PCR-Stopper innerhalb des Linkerelements . 
Die zu untersuchende, bereits bisulf itierte DNA ist in 
Form eines Doppelbalkens dargestellt. Untersucht werden 
soil eine CG-Position innerhalb der DNA. Nur wenn das Cy- 
tosin ursprunglich methyliert war, hat es die Bisulfitbe- 
handlung unverandert uberstanden, Unmethylierte Cytosine 
werden in Uracil (bzw. Thymin) konvertiert, Nach einer 
thermischen Denaturierung kann das (hier nicht- 
methylierungsspezif ische) Primerelement des Scorpion- 
Primers an die einzelstrangige DNA binden. Mit Hilfe ei- 
ner Polymerase kommt es zu einer Primerverlangervmg. Nach 
einer weiteren thermischen Denaturierung bindet die Sonde 
intramolekular an 'den verlSngerten Primer, sofern das 
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Verlangerungsprodukt ein CG-Dinukleotid enthalt. Dies ist 
aber nur dann der Fall, wenn die zu untersuchende DNA ur- 
spriinglich methyliert vorlag. Unmethylierte Cytosine fuh- 
ren zu TG-Dinukleotide, an die keine Sondenbindung er- 
5 folgt (nicht gezeigt) . Durch die Bindung der Sonde an die 
verlangerte Primer -Sequenz wird die Haarnadel aufgelfist 
und ein Fluoreszenz -Signal kann detektiert werden werden 
(Figur modifiziert nach Thelwell et al 2000, a.a.o., S. 
3753) . 

10 

Figur 6 zeigt grob scheraatisch den Ablauf des Methyl - 
Duplex-Verf ahrens . Der Scorpion- Primer befindet sich auf 
der linken Seite. Das (methylierungsspezif ische) Sonden- 
element des Scorpion- Primer liegt zusammen mit einem wei- 

15 teren Oligonukleotid in Form eines Doppelstrangs vor. Das 
Sondenelement tr&gt einen Fluoreszenz-Farbstof f (schwar- 
zes Dreieck) . An das weitere Oligonukleotid ist ein Quen- 
cher gebunden (schwarzes Rechteck) . Beide Komponente be- 
f inden sich durch die Duplex in unmittelbarer raumlicher 

20 Nahe zueinander bef inden. Die Zick-Zack-Linie kennzeich- 
net den PCR-Stopper innerhalb des Linkerelements des 
Scorpion-Primers. Die zu untersuchende, bereits bisulfi- 
tierte DNA ist in Form eines Doppelbalkens dargestellt. 
Untersucht werden soil eine CG-Position innerhalb der 

25 DNA. Nur wenn das Cytosin ursprunglich methyliert war, 
hat es die Bisulf itbehandlung unverandert uberstanden. 
Unmethylierte Cytosine werden in Uracil (bzw. Thymin) 
konvertiert. Nach einer thermischen Denaturierung kann 
das (hier nicht-methylierungsspezifische) Primerelement 

30 des Scorpion- Primers an die einzelstrangige DNA binden. 
Mit Hilfe einer Polymerase kommt es zu einer Primerver- 
langerung. Nach einer weiteren thermischen Denaturierung 
wird die Duplex aus Sonde und weiterem Oligonukleotid ge- 
trennt und die Sonde bindet intramolekular an den verlan- 

35 gerten Primer, sofern das Verlangerungsprodukt ein CG- 
Dinukleotid enthalt. Dies ist aber nur dann der Fall, 
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wenn die zu untersuchende DNA ursprunglich methyl iert 
vorlag. Dnmethylierte Cytosine fiihren zu TG- 
Dinukleotiden, an die keine Sondenbindung erfolgt (nicht 
gezeigt) . Durch die Bindung der Sonde an die verlangerte 
Primer -Sequenz werden Farbstoff und Quencher getrennt, 
und ein Fluoreszenz -Signal kann detektiert werden (Figur 
modifiziert nach Solinas et al 2001, a.a.o., S. e96) . 
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Patent anspruche 

1. Verfahren zum Nachweis von Cytosin-Methylierungen in 
DNA, dadurch gekennzeichnet , dass 

a) die zu untersuchende DNA mit einer Chemikalie 
Oder mit einem Enzym so umgesetzt wird, dass 5- 
Methyl cytosin unverandert bleibt, wahrend un- 
methyliertes Cytosin in Uracil Oder in eine ande- 
re Base umgewandelt wird, die sich im Basenpaa- 
rungsverhalten von Cytosin unterscheidet, 

b) die vorbehandelte DNA mittels einer Polymerase 
und mindestens einem Primer amplifiziert wird f 
dessen S'-Ende fiber einen Linker mit einer Sonde 
verbunden ist (Scorpion- Primer) , 

c) das Primer-Extensionsprodukt von dem Matrizen- 
Strang getrennt wird, 

d) die Sonde intramolekular an das Primer- 
Extensionsprodukt hybridisiert, wobei die Hybri- 
disierung in Abhangigkeit von dem Methylie- 
rungsstatus der DNA erfolgt, 

e) detektiert wird, ob eine Hybridisierung der 
Sonde stattgefunden hat. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Umsetzung in Schritt a) mit einem Bisulfit 
erfolgt . 

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Umsetzung in Schritt a) mittels einer Cyti- 
din-Deaminase erfolgt, die unmethyliertes Cytidin 
schneller umsetzt als methyliertes Cytidin. 

4. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 
3, dadurch gekennzeichnet, dass die Araplif ikation in 
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Schritt b) mittels einer Polymerasekettenreaktion er- 
f olgt . 

5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet , 
dass die Polymerasekettenreaktion in Form des MSP- 
Oder des Heavy Methyl -Verfahrens durchgefuhrt wird. 

6. Verfahren nach mindestens einem der Anspriiche 1 bis 
5, dadurch gekennzeichnet, dass die Sonde zwei Sig- 
nalkomponenten tragt, die sich in der inaktiven Form 
in raumlicher Nahe zueinander befinden, und die durch 
die Hybridisierung der Sonde an ein Primer- 
Extensionsprodukt voneinander entfernt werden. 

7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, 
dass es sich bei den beiden Signalkomponenten um ein 
Quencher-Fluoreszenzf arbstof f -Paar handelt . 

8. Verfahren nach mindestens einem der Anspriiche 6 bis 
7, dadurch gekennzeichnet, dass die raumliche Tren- 
nung in der inaktiven Form durch eine Sekundarstruk- 
tur der Sonde, insbesondere durch eine Haarnadel, ge- 
wahrleistet wird. 

9. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 
5, dadurch gekennzeichnet, dass der Scorpion- Primer 
zwei Signalkomponenten tragt, die in der inaktiven 
Form raumlich voneinander entfernt sind, und die 
durch die Hybridisierung der Sonde an ein Primer- 
Extensionsprodukt in raumliche Nahe zueinander ge- 
bracht werden, 

10. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Signalkomponenten in der aktiven Form ein 
Signal uber Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer er- 
zeugen . 
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11. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 
5, dadurch gekennzeichnet , dass die Sonde und ein 
weiteres Oligonukleotid jeweils mindestens eine Sig- 
nalkomponente tragen, wobei sich die Signalkomponen- 
ten in der inaktiven Form in raumlicher Nahe zueinan- 
der befinden, und durch die Hybridisierung der Sonde 
an ein Primer-Extensionsprodukt voneinander entfernt 
we r den . 

12. Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, 
dass es sich bei den beiden Signalkomponenten urn ein 
Quencher -Pluoreszenzf arbs toff -Paar handelt . 

13. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 11 bis 
12, dadurch gekennzeichnet, dass die raumliche Tren- 
nung in der inaktiven Form durch eine Duplexstruktur 
zwischen Sonde und dem weiteren Oligonukleotid ge- 
wahrleistet wird. 

14. Verfahren nach mindestens einem der Ansprflche 1 bis 
5, dadurch gekennzeichnet, dass die Sonde und ein 
weiteres Oligonukleotid jeweils mindestens eine Sig- 
nalkomponente tragen, wobei die Signalkomponenten in 
der inaktiven Form raumlich voneinander getrennt sind 
und durch die Hybridisierung der Sonde an ein Primer- 
Extensionsprodukt in raumliche Nahe zueinander gelan- 
gen. 

15. Verfahren nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Signalkomponenten in der aktiven Form ein 
Signal uber einen Fluoreszenz-Resonanz-Energie- 
Transfer erzeugen. 

16 . Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 14 bis 
15, dadurch gekennzeichnet, dass das weitere Oligo- 
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nukleotid in unmittelbarer Nahe zu der Sonde an das 
Primer-Extensionsprodukt bindet. 

17. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 

16, dadurch gekennzeichnet, dass mehrere Sequenzen 
gleichzeitig amplifiziert werden. 

18. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 

17, dadurch gekennzeichnet, dass die Amplif ikation 
mittels zweier Scorpion- Primer erfolgt. 

19. Verfahren nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Scorpion- Primer unterschiedliche Signalkom- 
ponenten tragen. 

20. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 18 bis 
19, dadurch gekennzeichnet, dass einer der Scorpion- 
Primer eine methylierungsspezif ische Sonde und der 
andere Scorpion- Primer eine nicht -methylierungs- 
spezif ische Sonde tragt. 

21. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1( bis 

19, dadurch gekennzeichnet, dass einer der Scorpion- 
Primer eine methylierungsspezif ische Sonde und der 
andere Scorpion- Primer eine mutations- Oder allelspe- 
zif ische Sonde tragt. 

22. Verfahren nach mindestens einem der Ansprtiche 1 bis 
4, dadurch gekennzeichnet, dass eine nicht - 
methylierungsspezif ische PCR-Amplif ikation erfolgt, 
wobei die Sonde einen Quencher und ein Farbs toff mole - 
kul tragt, die sich in der inaktiven Form in raumli- 
cher Nahe zueinander befinden und die durch die 
Hybridisierung der Sonde an ein Primer-Extensions- 
produkt voneinander entfernt werden („ Methyl - 
Hairpin") . 
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23. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 
4, dadurch gekennzeichnet, dass eine MSP- 

Amplif ikation erfolgt, wobei die Sonde einen Quencher 
und ein Farbstof fmolekul tragt, die sich in der inak- 
tiven Form in raumlicher Nahe zueinander befinden und 
die durch die Hybridisierung der Sonde an ein Primer - 
Bxtensionsprodukt voneinander entfernt werden („MSP- 
Methyl -Hairpin n ) . 

24. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 
4 # dadurch gekennzeichnet, dass eine Heavy Methyl - 
Amplif ikation erfolgt, wobei die Sonde einen Quencher 
und ein Farbstof fmolekul tr£gt, die sich in der inak- 
tiven Form in raumlicher Nahe zueinander befinden und 
die bei Hybridisierung der Sonde an ein Primer- 
Extensionsprodukt voneinander entfernt werden („Heavy 
Methyl-Hairpin") . 

25. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 
4, dadurch gekennzeichnet, dass eine nicht- 
methylierungsspezifische Amplif ikation erfolgt, wobei 
die Sonde ein Farbstof fmolekul und ein weiteres Oli- 
gonukleotid einen Quencher tragt, die sich in der in- 
aktiven Form in raumlicher Nahe zueinander befinden 
und die durch die Hybridisierung der Sonde an ein 
Primer-Extensionsprodukt voneinander entfernt werden 
(„Methyl-Duplex w ) . 

26. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 
4, dadurch gekennzeichnet , dass eine MSP- 

Amplif ikation erfolgt, wobei die Sonde ein Farbstof f- 
molekul und ein weiteres Oligonukleotid einen Quen- 
cher tragt, die sich in der inaktiven Form in raumli- 
cher Nahe zueinander befinden und die bei Hybridisie- 
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rung der Sonde an ein Primer-Extensionsprodukt von- 
einander entfernt werden („MSP-Methyl -Duplex *) . 

27. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 
5 4, dadurch gekennzeichnet , dass eine Heavy Methyl - 

Amplifikation erfolgt, wobei die Sonde ein Farbstoff- 
molekul und ein weiteres Oligonukleotid einen Quen- 
cher tragt, die sich in der inaktiven Form in raumli- 
cher Nahe zueinander befinden und die bei Hybridisie- 
10 rung der Sonde an ein Primer-Extensionsprodukt von- 

einander entfernt werden („ Heavy Methyl -Duplex") . 

28. Verfahren nach Anspruch 23, dadurch gekennzeichnet, 
die Amplifikation mittels zweier Scorpion- Primer er- 

15 folgt, wobei einer der Scorpion- Primer eine methylie- 

rxingsspezif ische Sonde und der andere Scorpion- Primer 
eine nicht-methylierungsspezif ische Sonde tragt 
(„quantitativer Methyl -Hairpin*) . 

20 29. Verwendung der Verfahren nach mindestens einem der 
Anspruche 1 bis 28 zur Diagnose oder Prognose von 
Krebserkrankungen oder anderen mit einer Veranderung 
des Cytosin-Methylierungsstatus assoziierten Krank- 
heiten, zur Vorhersage von unerwiinschten Arzneimit- 

25 telwirkungen, zur Festlegung einer spezifischen Arz- 

neimitteltherapie, zur Dberwachung des Erfolges einer 
Arzneimitteltherapie, zur Unterscheidung von Zellty- 
pen oder Geweben und zur Untersuchung der Zelldiffe- 
renzierxuig. 

30 

30. Verwendung von Scorpion- Primern zur Methylierungsana- 
lyse, insbesondere zur Diagnose oder Prognose von 
Krebserkrankungen oder anderen mit einer Veranderung 
des Cytosin-Methylierungsstatus assoziierten Krank- 
35 heiten, zur Vorhersage von unerwunschten Arzneimit- 

telwirkungen, zur Festlegung einer spezifischen Arz- 
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neimitteltherapie, zur Oberwachung des Erfolges einer 
Arzneimitteltherapie, zur Unterscheidung von Zellty- 
pen oder Geweben und zur Untersuchung der 
Zelldif f erenzierung . 

. Ein Kit, bestehend aus mindestens einem Scorpion- 
Primer, einer Polymerase und den erforderlichen Rea- 
genzien fur eine Polymerasekettenreaktion. 



» Zusammenrassung: Die folgende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Untersuchung von Cytosin-Methylieurungen in DNA- 
Sequenzen. Dabei werden zunachst unmethylierte Cytosine in Uracil umgewandelt, wahrend 5-Methylcytosin unverandert bleibt. 
Anschliessend wird die DNA mittels einer Polymerase und mindestens einem Primer amplifiziert, dessen 5' -Ende iiber einen Linker 
mit einer Sonde verbunden ist Abhangig vom Methyl ierungsstatus der DNA erfolgt ein intramolekulare Hybridisierung der Sonde 
an die Amplifikate. Die Hybridisierung kann iiber verschiedene Detektionssystem nachgewiesen werden. Das erfindungsgemasse 
Verfahren eignet sich insbesondere zur Diagnose und Prognose von Krebserkrankungen und anderer mit einer Veranderung des Me- 
thyl ierungsstatus assozilierter Krankheiten sowie zur Vorhersage unerwiinschter Arzneimittelwirkungen. 
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Fig. 5 
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